
R E p u 



L I Q U E FRANQA 




PCT/EP2004/ 0 53 2 60 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



BREVET D 'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 




Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut. 



Fait a Paris, le , 



1 5 wov. 2004 



PRIORITY 
DOCUMENT 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Department des brevets 




Martine PLANCHE 



SIEGE 

INSTITUT 26 bis, rue de Saint-Petersbourg 

" I O N A L D E 75800 PARIS cedex 08 

Telephone : 33 (0)1 53 04 53 04 
Telecopie : 33 (0)1 53 04 45 23 
INDUSTRIELLE www.inpi.fr 



LA PROPRIETE 



ETABLISSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI N° 51-444 DU 19 AVRIL 1951 



1 er depot 



1/2 




iriSTITUT 
HATI QMAJL DC 
LAP-POPRIETE 
IMPUISTP. IELLK 



BREVET DWVENTION 

CERTIFICAT D'UTILITE 



26bis, rue de Saint-Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone: 01 53.04.53.04 Telecopie: 01.42.94.86.54 



Code de la propriete intellectuelle-livreVI 
REQUETE EN DELIVRANCE 



DATE DE REMISE DES PIECES: 
N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL' 
DfiPARTEMENT DE DEPOT: 
DATE DE D£POT: 


Jean LEHU 
BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancereaux 

75008 PARIS 

France 




|Vos references pour ce dossier: B14551 ALP-DD2666 
1 NATURE DE LA DEMANDE " ' 


i^^wia\ iue ut? urevet 

2 TITRE DE L'INVENTION 


I 

PROCEDE DE TRI DE PARTICULES. ~ — 


3 DECLARATION DE PRIORITE OU 

REQUETE DU BENEFICE DE LA DATE DE 

DEPOT D'UNE DEIVIANDE ANTERIEURE 

FRANCAISE 

4-1 DEMANDEUR 


Pays ou organisation Date * ~~ 


Norn 
Rue 

Code postal et ville 
Pays 


COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE ' 

31-33, rue de la Federation 
75752 PARIS 15eme 
France 


Nationality 
Forme juridique 
5A MANDATAIRE 


France — ■ — 

Etablissement Public de Caractere Scientifique, technique et lnd 


Nom 

Prenom 

Qualite 

Cabinet ou Societe 
Rue 

Code postal et ville 

N° de telephone 

N° de telecopie 

Courrier electronique 

6 DOCUMENTS ET FICHIERS JOINTS 


LEHU " — 

Jean 

Liste speciale: 422-5 S/002, Pouvoir general: 7068 
BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancereaux 
75008 PARIS 
01 53 83 94 00 
01 45 63 83 33 

brevets.patents@brevalex.com 


Texte du brevet 
Dessins 

Designation d'inventeurs 
Pouvoir .general 


Fichier electronique Pages D e tails — 

textebrevet.pdf 18 D 15, rTabi 

dessins.pdf r _ 

° Page 5, figures 15, Abrege: 
page 2, Fig. 4 



1er depot 



21 



7 MODE DE PAIEMENT 


Mode de paiement 


Prelevement du compte courant 






Numero du compte client 


024 








8 RAPPORT DE RECHERCHE 


Etablissement immediat 




9 RED EVAN CES JOINTES 


Devise 


Taux 


Quantite 


Montant a payer 


062 Depot . 


EURO 


0.00 


1.00 


0.00 


063 Rapport de recherche (R.R.) 


EURO 


320.00 


1.00 


320.00 


Total a acquitter 


EURO 






320.00 



La foi n°78-17 du 6 Janvier 1978 relative a i'informatique aux fichiers et aux liberies s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elie garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de TINP). 



Signe par 

Signataire: FR, Brevatome, J.Lehu 

Emetteur du certlficat: DE, D-Trust GmbH, D-Trust for EPO 2.0 
Fonction 

Mandataire agree (Mandataire 1 ) 



i er depot 




BREVET DTNVENTION 

SSK. de CERTIFICAT D'UTJLITE 

IA PROPRIETE 
1HDUSTBIEILE 

Reception electronique d'une soumission 

I! est certifie par la presente qu'une demande de brevet (ou de certificat d'utilite) a ete recue 
par le biais du depot electronique securise de I'INPI. Apres reception, un numero 
d'enregistrement et une date de reception ont ete attribues automatiquement. 





Demande de brevet : X 




Demande de CU ; 


DA TE DE RECEPTION 


4 decembre 2003 


TYPE DE DEPOT 


INPI (PARIS) - Depot electronique D6p6t en , {gne: x 


Ns D'ENREGISTREMENT NA TIONAL 
A TTRIBUE PAR L '1NPI 


Depot sur support CD: 

0350972 


Vos references pour ce dossier 


B14551ALP-DD2666 " j 


DEMANDEUR ! 


Nom ou denomination sociale 
Nombre de demandeur(s) 


COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 
1 


Pays 


FR 


TITRE DE L'INVENTIOISI — 1 

PROCEDE DE TRI DE PART1CULES " ~ — — 


DOCUMENTS ENVOYFS 


__J 



Design.PDF 

FR-office-specific-info.xml 
dessins.pdf 



Requetefr.PDF 
ValidLog.PDF 
Comment.PDF 
indication-bio-deposltxml 



EFFECTUE PAR 



application-body, xml 
fee-sheetxml 
textebrevet.pdf 
request.xml 



Effectue par: 
Date et heure de reception electronique: 
Ernpreinte officielle du depot 



J.Lehu " 

4 decembre 2003 17:1 1:00 

07:C8:12:05:1B:6D:B9:2D:44:34:04:47:9D:36:E2:5B:CD:C2:09:F1 



/ INPI PARIS, Section Depot/ 



SIEGE SOCIAL 
INSTITUT 26 bis, me da Safnt Potersbourg 
NATIONAL DE 75800 PARIS cedex 08 
LA PROPRIETE Telephone : 01 53 04 53 04 
INDUSTRIELLE Telecopio : 01 42 93 59 30 



ETABLISSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI No 51-444 OU 19 AVRIL 



1 er depot 

l 

PROCEDE DE TRI DE PARTICULES 

DESCRIPTION 

5 DOMAINE TECHNIQUE ET ART ANTERIEUR 

La presente invention concerne le domaine 
ciu tri et de l r analyse de petites particules* " Ces 
dernieres peuvent etre des particules biologiques tels 

10 que des liposomes, des cellules animales ou vegetales, 
des virus ou micro-organismes , des macromolecules 
telles que par exemple de 1 ' ADN , de l'ARN ou des 
proteines, ou encore des particules inorganiques telles 
que des microbilles. Les domaines d' applications 

15 peuvent etre alors l f analyse chimique ou biomedicale ou 
le controle qualite (calibration de microparticules ) . 

Les approches connues en matiere de tri 
cellulaire de particules , comme la cytometrie en flux, 
trouvent leurs limites notamment pour l r analyse de 

20 populations cellulaires rares ou tres minoritaires , 
ainsi que pour la manipulation de particules 
inferieures au micron. 

La technique des pinces optiques repose sur 
le confinement d'une particule (microbille, ou cellule, 

25 ou macromolecule) par le gradient d'intensite genere au 
cceur (« waist ») d'un faisceau laser continu, Elle est 
decrite par exemple dans 1' article de « Ashkin and 
Dziedic » intitule « Observation of radiation-pressure 
trapping of particles by alternating light beams », 

30 paru dans Physics Review Letters, 54(12), 1985- Cette 
operation est rendue possible par l r equilibrage des 
pressions de radiations. Une fois cette operation 
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realisee, on deplace la particule en deplacant le 
f aisceau . 

Aussi, les distances de deplacement sont 
generalement limitees a quelques centaines de microns 
sur ce type de dispositif. 

Enfin, le tri de particules metalliques 
n'est pas possible. 

La figure 1 represente le principe d'un tel 

dispositif . 

Une particule 2 est confinee par un 
f aisceau 4 dans un milieu liquide 6. 

La figure 2 est un diagramme representant 
un champ de force engendre par le dispositif, de part 
et d' autre du f aisceau laser 4 : la particule se trouve 
confinee dans un champ de forces mecaniques (induit par 
la pression de radiation provoquee par le champ 
electrique du laser), ce qui permet de la pieger. 

Ce type de dispositif presente deux 
inconvenients. : le deplacement des particules repose 
sur l'emploi d'un systeme mecanique dedie, qui peut 
s'averer delicat et couteux a mettre en place. 

De plus, il est exclu de realiser une 
quelconque separation des especes en fonction de leurs 
caracteristiques de forme ou de taille. 

De recents travaux, tels que decrits par 
exemple dans 1' article de T.Tanaka et al . , paru dans 
Applied Physics Letters, Vol. 77, P. 3131, 2000 font 
appel a des dispositif s d'optique guidee, et suggerent 
la possibilite de concevoir un dispositif de 
deplacement cellulaire par des forces optiques ; cette 
technique est limitee aux objets de taille tres 
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inferieure a la taille d r une cellule biologique (billes 
et colloldes de l'ordre de quelques microns) * 

Comrne illustre sur la figure 3, ce 
dispositif utilise un guide d'ondes 10 a ruban realise 
5 sur un substrat 12. Une particule est deplacee par une 
force de pression photonique, qui est proportionnelle a 
1'intensite lumineuse au niveau de cette derniere . La 
particule est maintenue sur le guide par une force qui 
est proportionnelle au gradient de 1'intensite. 

10 Dans le cas ou le guide d' onde est 

monomode, il existe un maximum d'intensite lumineuse, 
en fait la ou va se retrouver piegee la particule. 

11 se pose le probleme de trouver un 
procede et un dispositif permettant de trier des 

15 particules de maniere simple et efficace. 

EXPOSE DE 1/ INVENTION 

1/ invention concerne des systemes pour 
trier des particules ou des objets, par exemple 
d' interet biologique . 
20 L r invention concerne d r abord un procede de 

tri de particules comprenant les etapes de : 

a) placement desdites particules sur au moins un 
guide d'onde d'un support, 

b) injection d'un rayonnement lumineux a travers 
25 ledit guide d' onde, permettant le deplacement sur 

ledit guide d r onde des particules et la separation 
des particules. 

Les particules peuvent alors former des 
amas en f onction de leurs proprietes . 
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Une etape prealable de marquage des 
particules permet de modifier leur indice optique. 

Les particules a trier sont par exemple des 
cellules ou des macromolecules ou des microbilles . 

Le rayonnement utilise peut etre dans un 
domaine spectral compris entre le proche ultraviolet et 
1' infrarouge, de preference dans l'infrarouge pour des 
cellules biologiques . 

BREVE DESCRIPTION DES FIGURES 

La presente invention sera rnieux comprise a 
la lecture de la description d'exemples de realisation 
donnes, a titre purement indicatif et nullernent 
limitatif, en faisant reference aux dessins annexes sur 
lesquels : 

- les figures 1, 2, 3 f illustrent des 
techniques connues , 

les figures 4A-4B, 5A-5B, 6A-6B, 
representent divers exemples de precedes de tri selon 
1 ' invention,, 

- les figures 7A-7D, 8 , representent des 
etapes de realisation de guides d ; onde pouvant etre 
utilises lors de precedes de tri selon 1' invention . 

~ la figure 9 represente un dispositif 
permettant d r observer le procede de tri suivant 
1 T invention . 

Des parties identiques, similaires ou 
equivalentes des differentes figures portent les memes 
references numeriques de fagon a faciliter le passage 
d'une figure a -1' autre. 
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Les differentes parties representees sur 
les figures ne le sent pas necessairement selon une 
echelle uniforme, pour rendre les figures plus 
lisibles . 

EXPOSE DETAILLE DE MODES DE REALISATION PARTICULARS 

Un exemple general de procede selon la 
presente invention, va a present etre decrit en liaison 
avec les figures 4A-4B. Ce procede permet d' effectuer 
le tri d'un groupe de particules en fonction de leurs 
proprietes physiques. Par particules on entend des 
elements organiques ou inorganiques ou des objets ayant 
une taille pouvant aller de 5 nanometres a 10 0 
micrometres. Ces particules peuvent etre par exemple 
des elements biologiques tels que des cellules animales 
ou vegetales, des macromolecules telles que des 
proteines, de 1 ' ADN, de l'ARN. 

Les particules peuvent etre egalement des 
micro-objets tels que par exemple des microbilles . 

Par proprietes physiques on entend des 
proprietes telles que la taille, la masse, les 
proprietes optiques telles que l'indice de refraction 
de ces particules. 

Pour realiser le tri d'un groupe de 
particules 100, on dispose tout d' abord ce groupe sur 
un guide d' onde 104 optique forme dans un support 108. 

L' ensemble peut eventuellement baigner dans 
un milieu liquide, par exemple de l'eau (indice environ 
1,33). Pour des applications biologiques ce liquide 
peut aussi etre une solution tampon ou un milieu de 
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suspension cellulaire, dont l'indice est aussi voisin 
de 1,33. 

Pour une meilleure efficacite du precede de 
tri, le support, le guide d'onde, ainsi que le milieu 
dans lequel se trouve le support ont, de preference, 
des indices optiques differents ou tres differents de 
ceux des particules que 1'on souhaite trier. 

Le support 108 peut etre par exemple a base 
d'un materiau transparent tel que le verre ou a base 
d'un materiau semi-conducteur tel que le silicium. Le 
guide d'onde 104 peut etre multimodes ou monomode 
(figure 4A). ce dernier peut s'etendre sur une longueur 
qui peut etre comprise entre quelques micrometres et 
quelques centimetres sur le support 108. 

Le groupe de particules 100 peut etre 
dispose sur une zone du guide d'onde 104, de maniere 
manuelle ou a l'aide de moyens automatises. 

Ensuite, a l'aide d'un dispositif optique, 
integre ou non au support 108, un rayonnement lumineux 
R est injecte dans le guide d'onde 104. Ce rayonnement 
peut etre injecte pendant une duree predetermines, par 
exemple de 1'ordre de quelques secondes a quelques 
minutes . 

Le rayonnement injecte a une longueur 
d'onde comprise entre le proche ultraviolet et 
1'infrarouge, par exemple comprise entre 300 nm et 1200 
nm. Pour des particules ou des cellules biologiques, on 
utilisera de preference des longueurs d'onde dans 
1'infrarouge, par exemple la longueur d'onde 10 64 
d'un laser YAG . La puissance injectee peut etre, 
continu, de 1'ordre de quelques dizaines a quelques 



nm 

en 
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centaines de mW, par exemple comprise entre 50 mW et 1 
W ; par exemple voisine de 150 mW. 

On peut done choisir le rayonnement suivant 
la nature, mais aussi la taille des particules a trier. 
5 Le passage du rayonnement lumineux a 

travers le guide d f onde 104 cree une onde evanescente 
en surface du guide. Cette onde permet de deplacer les 
particules situees au-dessus du guide, par la diffusion 
de la lumiere sur ces particules . Le deplacement est 

10 effectue le long du guide d'onde, dans la direction de 
propagation du rayonnement lumineux. 

Les particules se deplacent alors a des 
vitesses differentes, et done sur des longueurs 
differentes les unes des autres , suivant leurs taille, 

15 masse et indices optiques respectifs. 

Apres une certaine duree d' injection du 
rayonnement lumineux, le mouvement des particules peut 
etre stoppe . Ces dernieres se sont alors deplacees sur 
des longueurs respectives differentes sur le guide 

20 d'onde 104, en fonction de leur taille ou/et de leurs 
masses ou/et de leurs indices de refraction respectifs. 

Les longueurs de deplacement peuvent aller 
par exemple de plusieurs centaines de nanometres a 
quelques centimetres . 

25 Les particules sont alors generalement 

regroupees en plusieurs amas 114, 116, 118 occupant 
chacun une surface plus ou moins etendue sur le guide 
d'onde 104 (figure 4B) . La longueur de deplacement de 
chaque par ticule etant caracteristique des ses 

30 proprietes physiques, des particules appartenant a un 
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meme amas ont entre elles certaines proprieties 
physiques proches, voire communes. 

Des particules de compositions identiques 
mais de tallies differentes pourront ainsi etre triees, 
de meme que des particules de memes tallies ou de 
tallies sensiblement identiques mais de compositions 
et/ou de proprietes physiques differentes pourront etre 



triees . 



La figure 5A illustre le premier cas : des 
particules 214, 216, 218, de tallies differentes, 
auront des comportements differents sous 1 ' influence du 
rayonnement evanescent, et pourront ainsi etre triees 
(figure 5B) . 

Selon un autre exemple, des particules 
ayant des indices de refraction differents auront des 
comportements differents sous 1' influence du 
rayonnement evanescent. Cet exemple est illustre sur 
les figures 6A et 6B, ou des particules, initialement 
melangees (figure 6A) , de tallies comparables mais 
d' indices differents sent progressivement triees a 
l'aide d'un precede selon 1' invention (figure 6B) . 

Selon encore un autre exemple, dans l e 
domains infrarouge, les cellules vivantes ou les 
particules biologiques ont un indice (environ 1,37 pour 
du cytoplasme, 1,39 pour un noyau, 1,42 pour des 
mitochondries comme indique dans la publication « three 
dimensional computation of light scattering cells de 
A.Dunn et R. Richards-Kortum, provenant du IEEE Journal 
of selected topics in quantum electronices vol.2 n°4 de 
decembre 1996) voisin de celui de 1'eau (environ 1,33), 
tandis que des particules d' or, plus petites, ont un 
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indice beaucoup plus faible (environ 0,3 a la longueur 
d' onde de 1064 nm) et presente une absorption elevee 
(la partie imaginaire de 1' indice etant 

approximativement de 7) a la longueur d 7 onde precitee. 
5 Les particules d'or seront deplacees plus 

facilement par le rayonnement evanescent, qui aura un 
effet plus important sur les particules d'or que sur 
les cellules, pourtant plus grosses que les particules 
d' or . 

10 Pour certaines applications, il peut etre 

avantageux de marquer des cellules, par exemple avec 
des particules d'or, ce qui permet d' augmenter la 
difference d' indice optique entre 1 ' ensemble constitue 
par chaque cellule et ses particules de marquage, et 

15 son environnement . Pour des cellules biologiques, on 
peut utiliser, au lieu de petites particules d'or, des 
particules de polymere, ou de tout materiau sur lequel 
on peut greffer des objets biologiques : la encore ces 
particules sont plus petites que les cellules, ont un 

20 indice plus eloigne de 1' indice d f un milieu tel que 
l'eau, et pourraient etre utilisees comme marqueurs . 

Selon encore un autre exemple de procede 
selon la presente invention, les particules considerees 
sont des cellules animales ou vegetales que l f on 

25 souhaite trier, par exemple suivant leur taille. 

Le support sur lequel le tri est realise 
peut etre plonge dans une solution liquide, de 
preference biocompatible permettant de preserver les 
cellules . 

30 Pour permettre d' ameliorer le tri des 

cellules, on peut effectuer tout d'abord un marquage de 
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ces cellules afin de modifier leur indice optique et de 
leur permettre d'etre plus reactives au precede de tri 
suivant 1' invention. 

Les cellules ainsi marquees auront un 
indice optique de preference tres different de celui du 
support et du guide d'onde, ainsi que du milieu dans 
lequel est place le support. 

Le marquage peut etre realise par exemple a 
l'aide de billes metalliques ou de billes de polymere 
que l'on accroche ou bien que 1'on greffe auxdites 
cellules au moyen, par exemple, du modele anticorps 
antigene, ou biotine/streptavidine . 

Un prelevement d'un groupe de cellules 
marquees est tout d'abord effectue par exemple a l'aide 
d'une pipette. On depose ensuite ledit prelevement, 
dans un receptacle du support . Ce receptacle peut etre 
une chambre telle que par exemple une chambre de type 
Gene Frame ©. De preference, le receptacle est 
impermeable aux gaz et permet d'isoler thermiquement 
les cellules. 

Ce groupe de cellules peut etre transfere 
depuis le receptacle vers une zone placee sur l e gu i de 
d'onde, par exemple au moyen d'un ou plusieurs 
capillaires . 

Ensuite, on injecte un rayonnement lumineux 
R, dans le guide d'onde 104, pendant une duree 
predetermines, par exemple de 1'ordre de quelque 
minutes. Le rayonnement utilise lors d'un tri de 
cellules sera de preference inoffensif vis-a-vis de 
cellules. Ainsi, le rayonnement lumineux utilise peut 
§tre un rayonnement laser emettant a une longueur 



s 
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d' onde situee entre le proche infrarouge et le rouge 
lointain, par exemple comprise entre lOOOnm et 1200 nm, 
par exemple voisine de 1064 nm. 

Le passage du rayonnement laser a travers 
5 le guide d' onde cree une onde evanescente permettant de 
deplacer les cellules sur le guide le long d'un axe 
transversal a ce dernier, selon la direction de 
propagation du rayonnement lumineux . Les cellules se 
deplacent alors a des vitesses differentes les unes des 
10 autres, en fonction de leurs tallies respectives. 

Lorsque la duree predeterminee d r injection 
est ecoulee, le mouvement des cellules est stoppe. Ces 
dernieres sont regroupees en plusieurs amas 314, 316, 
318, comme illustre sur la figure 6B, et se situent par 
15 rapport a la zone de depart a des distances moyennes, 
respectives differentes. 

Un dispositif utilise pour effectuer le 
precede de tri suivant l f invention et comprenant un 
support et un ou plusieurs guides d' ondes tels que ceux 
20 precedemment decrits, peut etre integre par exemple 
dans un MEMS ( MEMS pour microsysteme electromecanique ) 
ou dans une puce (« lab on a chip ») . 

Un guide d'onde tel que ceux precedemment 
decrits peut etre realise par exemple par un procede de 
25 ' realisation en couches minces ou par exemple par un 
procede de type « echange d r ions ». 

Tout d'abord (figure IK) r sur une surface 
140 de verre sont deposees, dans l r ordre, une couche 
d/ aluminium 142 (obtenue par evaporation ou 
30 pulverisation par exemple) , puis une couche 144 de 
resine photosensible (depot a la tournette « Spin 
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Coating ») . Un masque 14 6 de lithographie en chrome est 
mis alors en contact sous vide avec la couche de 
resine. Le masque represente le negatif du motif final 
(le guide d'onde). 

Puis le masque est eclaire a l'aide d'un 
rayonnement 148 incoherent dont la longueur d'onde 
centrale se situe, par exemple, autour de 350 nm,et 
pour laquelle la resine est photosensible . La partie 
qui n'est pas cachee par le masque voit sa structure 
chimique modifiee. 

Le support est ensuite trempe dans une 
solution qui va « developper » la resine 144. Ainsi, 
les zones dans lesquelles la structure chimique a ete 
modifiee par 1' insolation sont gravees (figure 7B) . 

La plaque est ensuite plongee dans 1 une 
solution de gravure de 1' aluminium (AluEtch) . Cette 
solution n'attaque pas la resine. Ainsi, seules ; les 
parties developpees precedemment sont gravees (figure 
7C) . 

Enfin, la resine est dissoute a 1' acetone". 
Seul le motif 150 reste sur la plaque (figure 7D) . 

Le guide est ensuite forme par echange 
d'ions. Le support est plonge dans un bain de sels 
contenant du nitrate d f argent et du nitrate de sodium. 
La proportion entre ces sels determine la teneur en 
argent qui s' echange dans le verre 140. Le bain 
contient generalement entre 10% et 50% d' argent suivant 
1' application. La temperature de fusion des sels etant 
d / environ 310°C r l'etape d' echange est effectuee entre 
320°C et 350°C (figure 8) . 
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Puis, le masque d' aluminium est retire par 

exemple par gravure. 

On peut ensuite eventuellernent realiser un 
recuit : la plaque de verre est chauffee sans aucun 
contact avec un bain. Cette etape permet de faire 
penetrer plus prof ondement les ions d' argent vers 
l'interieur du support en verre. On peut de cette 
maniere former un guide d' onde . 

Afin de reduire des effets de freinage sur 
les particules, du fait d'un frottement contre la 
surface superieure du guide, on peut revetir celui-ci 
d'un revetement special, par exemple une fine couche de 
teflon . 

Un exemple d' application peut etre decrit 
dans le domaine de la biologie . 

Dans un echantillon cellulaire heterogene, 
on cherche a isoler une certaine sous population 
caracterisee par un phenotype specifique, par exemple 
la presence d'un certain type de macromolecules de 
surface, telles que par exemple, des proteines . Par 
ailleurs, on dispose de molecules sondes, comme des 
anticorps, capables de reconnaitre et de se lier avec 
une tres forte af finite a ces marqueurs phenotypiques . 
Dans le cas de molecules sondes de type anticorps, les 
marqueurs phenotypiques sont appeles des antigenes . Par 
des moyens connus de l'homme de l'art, les anticorps 
sont fixes a des billes choisies pour leurs 
caracteristiques particulieres , par exemple des billes 
d'or. Ces billes d' or f onctionnalisees sont ensuite 
gref fees sur la surface des cellules, ces dernieres 
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peuvent, par exemple, etre des lymphocytes isoles du 
sang et que I 7 on souhaite tirer . 

Les cellules marquees sont deposees dans 
une chambre, sur un support (par dispositif de 
focalisation integre au capot, par exemple) . La chambre 
est par exemple un dispositif du type Gene Frame® 
(Abgene ) . Cette petite chambre autocollante, tres 
simple, poss^de un systeme de jointure impermeable au 
gaz, permet une resistance a des temperatures jusqu'a 
97 °C et previent la perte de reactif due a 
1' evaporation . Elle est habituellement utilisee pour 
des procedures d' hybridation et d' amplif icati on in situ 
en biologie. 

La lumiere laser est injectee dans le 
guide. La longueur d r onde choisie est situee dans le 
rouge lointain/proche infrarouge, une region spectrale 
de transparence biologique qui permet d r assurer la 
viabilite des cellules apres traitement ; (il n'y a pas 
d' absorption de la part des molecules bioiogiques, ni 
de l'eau) . Le tri entre cellules et billes non fixees 
s'effectue comme decrit ci-dessus. 

Les cellules marquees sont deplacees 
jusqu'a une fenetre d' analyse/recuperation . La 
recuperation des particules biologiques peut se faire, 
par exemple par des moyens fluidiques (recuperation par 
un capillaire) ou plus classique (recuperation a la 
pipette au niveau d'une chambre de recuperation adaptee 
a la taille du cone) . 

D'une maniere generale, des moyens 
d r observation peuvent etre prevus, par exemple une 
camera CCD positionnee au-dessus du guide 104. Ces 
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moyens vont permettre une surveillance du tri opere de 
la maniere decrite ci-dessus. 

La figure 9 represente un systeme de tri de 
particules 100 sur un support 108 incorporant un 
systeme de guides selon 1' invention. Un objectif 200 
permet la focalisation d'un faisceau laser R (par 
exemple un YAG a 1064 nm) dans un guide 104. Les 
particules a trier sont contenues dans une chambre 210 
disposee sur une lame 220. Une camera 230 permet de 
realiser une image du tri, par exemple par 
1' intermediate d'un dispositif de focalisation ou d'un 
zoom 240. En sortie du dispositif peuvent etre 
egalement disposes des moyens 250, 260 (objectif, 
camera) pour former une image du rayonnement transmis . 

L' invention s' applique non seulement au tri 
de cellules marquees, mais aussi a d' autres domaines, 
par exemple a la calibration de billes ou de 
microbilles, notamment en latex ou en or. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Precede de tri de particules comprenant 
les etapes de : 

a) placement desdites particules (100) sur au moins 
un guide d' onde (104) d'un support (108), 

b) injection d'un rayonnement lumineux R a travers 
ledit guide d'onde, permettant le deplacement sur 
ledit guide d' onde des particules et la separation 
des particules. 

2. Procede selon la revendication 1, les 
particules formant des amas (114, 116, 118) sur le 
guide d'onde (104). 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, 
les particules triees etant de compositions voisines et 
de tallies differentes. 

4. Procede selon la revendication 1 ou 2 f 
les particules triees etant de tallies identiques ou 
voisines et de compositions differentes. 

5. Procede selon la revendication 1 ou 2 r 
comportant en outre une etape de marquage des 
particules prealablement a 1' etape a), afin de modifier 
leur indice optique. 

6. Procede selon l'une des revendications 1 
a 5, les particules etant des cellules ou des 
macromolecules ou des microbilles . 



B. 14551. 3 ALP 



1 er depot 



17 



7. Procede selon l'une des revendications 1 
a 6, le rayonnement introduit etant dans un domaine 
spectral compris entre le proche ultraviolet et 
1' infrarouge . 

8. Procede selon l'une des revendications 1 
a 7, les particules etant des rnicrobilles , et des 
cellules marquees de rnicrobilles, et le rayonnement 
etant situe dans le domaine infrarouge. 

9. Procede selon l'une des revendications 1 
a 8, dans lequel les particules baignent dans un 
liquide . 
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